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Fanconi-Gen II 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein pathophysiologisch 
relevantes Fanconi-Anamie (FA) -assoziiertes Gen, ein davon 
codiertes Polypeptide einen gegen das Polypeptid gerichteten 
Antikorper sowie die pharmazeutische Anwendung der Nucleinsau- 
re, des Polypeptids and des Antikorpers. 

FA ist eine seltene genetische Erkrankung, die durch progres- 
sive Pancytopenie, kongenitale Abnormitaten und ein erhohtes 
Risiko fiir Tumorerkrankungen gekennzeichnet ist (Glanz und 
Fraser, J. Med. Genet. 19 (1982) 412-416; Auerbach und Allen, 
Cancer Genet . Cytogenet . 51 (1991) 1-12). Sie tritt bei etwa 
einer von 3 00.000 Personen auf . 

Obwohl die molekulare Basis der Erkrankung unbekannt ist, 
liefert die Hypersensitivitat gegenuber der clastogenen V?ir- 
kung von DNA-Quervernetzungsmitteln einen guten Marker fiir den 
FA-Genotyp (Auerbach und Wolmann, Nature 261 (1976), 494-496). 
Zellen aus FA-Patienten zeigen multiple Chromatidbruche und - 
austausche nach Kontakt mit Mitomycin C (MMC) oder Diepoxybu- 
tan (DEB) in Konzentrationen, die eine geringe clastogene 
Wirkung auf normale Zellen haben (Sasaki und Tonomura, Cancer 
Res. 33 (1973), 1829-1836 und Auerbach, Exp. Hematol . 21 
(1993), 731). Nach Inkubation von FA-Lymphozyten und Fibrobla- 
sten mit MMC ist ein Defekt in der G2 -Phase des Zellzyklus 
ersichtlich, der sich sowohl in einer Verzogerung des G2-Pha- 
seniibergangs als auch in einem vollstandigen Arrest auSert 
(Kubbies et al . , Am. J. Hum. Genet . 37 (1985), 1022; Hoehn et 
al . , Fanconi Anemia, Clinical, Cytogenic and Experimental 
Aspects (1989) , Springer Verlag Berlin-Heidelberg; Seyschab et 
al., Blood 85 (1995), 2233-2237). 
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Gegenwartig sind innerhalb der FA-Population mindestens' 5 
verschiedene Komplementationsgruppen bekannt (Duckworth- Ry- 
siecki et al . , Somatic Cell Mol. Genet. 11 (1985), 35; Strath- 
dee et al.; Nature 356 (1992), 763 ; Joenje et al . , Blood 86 

5 (1995) , 2156-2160) , Die Gene fiir die Komplementationsgruppen A 
und C wurden vor kurzem beschrieben (Strathdee et al . , Nature 
356 (1992), 763; Lo Ten Fol et al . , Nature Genet. 14 (1996), 
320-323); W093/22435; Pronk et al . , Nature Genet. 11 (1995), 
338-340) , aber die Art der molekularen Wirkungsweise der FA-A 

10 und FA-C Proteine sind noch unbekannt (Gavish et al . , Am. J. 
Hum. Genet, 53 (1993), 685 ; Yamashita et al . , Proc . Natl. 
Acad. Sci. USA 91 (1994), 6712; Youssoufian et al . , J. Biol. 
Chem. 270 (1995) , 9876-9882) . Weiterhin wurde fiir die Komple- 
mentationsgruppe FAD die chromosomale Lokalisierung angegeben 

15 (Whitney et al . , Nature Genet, 11 (1995), 341-343). 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand darin, neue 
Gene zu identif izieren, die in der DNA-Regulationskaskade be- 
teiligt sind (z.B. Zellzyklusstorungen, DNA-Reparatur , Tumor- 
20 genese/Tumorprogression) und die mit dem pathophysiologischen 
Phanotyp der Fanconi-Anamie assoziiert sein konnen. 

Die vorliegende Erfindung beschreibt die Identif izierung, 
Klonierung und Charakterisierung eines Gens, das als Fanconi- 

25 Gen II bezeichnet wird und fur zwei neue Polypeptide codiert. 
Gefunden vmrde diese Gensequenz unter Verwendung der Dif feren- 
tial -Display-Technik (Liang und Pardee, Science 257 (1992), 
967-971) im Vergleich von Normal -Fibroblas ten und FA-Fibrobla- 
sten. Das Fanconi-Gen II wird nicht in FA-Fibroblasten aber in 

30 Normal -Fibroblasten exprimiert. Das Fanconi-Gen II, die davon 
codierten Polypeptide sowie gegen die Polypeptide gerichtete 
Antikorper sind als diagnostische, therapeutische oder praven- 
tive Mittel fur Erkrankungen geeignet, die mit Storungen des 
Zellzyklus, der Zellaktivierung, der Zellzyklusprogression, 

35 der DNA-Reparatur , Cytopenien, Turmorgenese und Tumorprogres- 
sion direkt oder indirekt assoziiert sind. 
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• ' Ein Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist eine Nucleinsau- 
re, welche 

(a) die in SEQ ID NO. 1 dargestellte Nucleotidsequenz Oder 

einen Protein-codierenden Abschnitt davon, 
5 (b) eine der Sequenz aus (a) im Rahman der Degeneration des 

genetischen Codes entsprechende Nucleot idsequenz oder 
(c) eine mit den Sequenzen aus (a) oder/und (b) unter strin- 

genten Bedingungen hybridisierende Nucleotidsequenz um- 

faSt . 

10 

In der Datenbank EMBL EST sind drei cDNA- Sequenzen angegeben, 
W44613, W44574, gl664579, 1996, die Abschnitte der in SEQ ID 
NO. 1 angegebenen Nukleotidsequenz enthalten. Diese Sequenzen 
sind nicht Gegenstand der Erf indung. Sie offenbaren weder die 

15 vollstandige erf indungsgemaSe Nukleinsauresequenz , noch einen 
funktionellen Protein-codierenden Abschnitt davon, da durch 
das Fehlen eines Startcodons in alien drei Sequenzen kein 
offener Leserahmen offenbart ist. Weiterhin weisen die drei 
Sequenzen keine 5'-UTRs auf und enthalten Deletionen, welche 

20 Verschiebungen des Leserahmens mit sich bringen. AuSerdem wird 
fiir die drei oben genannten Sequenzen keine biologische Funk- 
tion offenbart. 

Die in SEQ ID NO. 1 dargestellte Nucleotidsequenz enthalt zwei 
25 offene Leserahmen, die Polypeptide mit einer Lange von 
223 Aminosauren und 165 Aminosauren entsprechen. Diese Poly- 
peptide reichen von Aminosaure 1 bis 223 bzw. von Aminosaure 
59 bis 223 der in SEQ ID NO. 2 dargestell ten Aminosaurese- 
quenz . 

30 

In SEQ ID NO. 1 ist ein Nucleotid Y, d.h. C oder T an Position 
491 und ein Nucleotid S, d.h. C oder G an Position 514. 

Neben der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Nucleotidsequenz und einer 
35 dieser Sequenz im Rahmen der Degeneration des genetischen 
Codes entsprechenden Nucleotidsequenz umfafit die vorliegende 
Erf indung auch noch eine Nucleotidsequenz, die mit einer der 
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zuvor genannten Sequenzen hybridisiert . Der Begriff "Hybrid!- 
sierung" gemaS vorliegender Erfindung wird wie bei Sambrook et 
al , (Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Har- 
bor Laboratory Press (1989), 1.101-1.104) verwendet . Vorzugs- 

5 weise spricht man von einer stringenten Hybridisierung , wenn 
nach Waschen fur eine Stunde mit 1 X BSC und 0,1% SDS bei 
50°C, vorzugsweise bei 55°C, besonders bevorzugt bei 62°C und 
am meisten bevorzugt bei 68 ^C, insbesondere fur eine Stunde in 
0,2 X SSC und 0,1% SDS bei 55°C, vorzugsweise bei 55°C, beson- 

10 ders bevorzugt bei 62 °C und am meisten bevorzugt bei 68 °C noch 
ein positives Hybridisierungssignal beobachtet wird. Eine 
unter derartigen Waschbedingungen mit der in SEQ ID NO. 1 
gezeigten Nucleot idsequenz oder einer damit im Rahmen der 
Degeneration des genetischen Codes entsprechenden Nucleotidse- 

15 quenz hybridisierende Nucleotidsequenz ist eine erfindungs- 
gemaSe Nucleotidsequenz. 

Vorzugsweise ist die erf indungsgemafie Nucleotidsequenz eine 
DNA. Sie kann jedoch auch eine RNA oder ein Nucleinsaureana- 

20 logon wie eine peptidische Nucleinsaure umfassen. Besonders 
bevorzugt umfaSt die erf indungsgemafie Nucleinsaure einen Pro- 
tein-codierenden Abschnitt der in SEQ ID NO. 1 dargestellten 
Nucleotidsequenz oder eine Sequenz, die eine Homologie von 
mehr als 80%, vorzugsweise mehr als 90% und besonders bevor- 

25 zugt mehr als 95% zu der in SEQ ID NO. 1 dargestellten Nucleo- 
tidsequenz oder einem vorzugsweise mindestens 20 nt . und be- 
sonders bevorzugt mindestens 50 nt . langen Abschnitt davon 
auf weist . 

30 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind die 
von einer Nucleinsaure wie oben angegebenen codierten Polypep- 
tide. Diese Polypeptide weisen vorzugsweise (a) die in SEQ ID 
NO. 2 dargestellte Aminosauresequenz von Aminosaure 1 bis 223, 
(b) die in SEQ ID NO. 2 dargestellte Aminosauresequenz von 

35 Aminosaure 59 bis 223 oder (c) eine Homologie von mehr als 
70%, vorzugsweise mehr als 80% und besonders bevorzugt mehr 
als 90% zu einer der Aminosauresequenzen gema£ (a) oder (b) 
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• ' auf . 

Erf indungsgemaSe Nucleinsauren sind vorzugsweise aus Saugern 
and insbesondere aus dem Menschen erhaltlich, Sie konnen nach 
5 bekannten Techniken unter Verwendung kurzer Abschnitte der in 
SEQ ID NO. 1 gezeigten Nucleot idsequenz als Hybridisierungs- 
sonden oder/und Primer nach bekannten Methoden isoliert war- 
den. Weiterhin konnen erf indungsgemaSp Nucleinsauren auch 
durch chemische Synthase hergestellt warden, wobei anstelle 

10 der ublichen Nucleotidbausteine gegebenenf alls auch modifi- 
zierte Nucleotidbausteine , z,B, 2 ' -0-alkylierte Nucleotidbau- 
steine eingesetzt werden konnen. Nucleinsauren, die teilweise 
Oder vollstandig aus modif izierten Nucleotidbausteinen beste- 
hen, konnen beispielsweise als' therapeutische Mittel, z.B. als 

15 Antisense-Nucleinsauren oder Ribozyme eingesetzt werden. 

Weiterhin umfaSt die Erfindung auch Nucleinsaureanaloga wie 
etwa peptidische Nucleinsauren, deren Basensequenz einer er- 
f indungsgemaSen Nucleinsaure entspricht. 

20 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Vektor, der mindestens eine Kopie einer erf indungsgemaSen Nu- 
cleinsaure enthalt. Dieser Vektor kann ein beliebiger prokary- 
ontischer oder eurkaryontischer Vektor sein, auf dem sich die 

25 erf indungsgemaSe DNA-Sequenz vorzugsweise unter Kontrolle 
eines Expressionssignals (Promoter, Operator, Enhancer etc.) 
befindet. Beispiele fiir prokaryontische Vektoren sind chromo- 
somale Vektoren wie etwa Bakteriophagen und extrachromosomale 
Vektoren wie etwa Plasmide, wobei zirkulare Plasmidvektoren 

30 besonders bevorzugt sind. Geeignete prokaryontische Vektoren 
sind z,B. bei Sambrook et al . , Supra, Kapitel 1-4 beschrie- 
ben , 

Besonders bevorzugt ist der erf indungsgemaSe Vektor ein eukar- 
35 yontischer Vektor, z.B. ein Hefevektor oder ain fiir hohere 
Zellen geeigneter Vektor (z.B. ein Plasmidvektor , viraler 
Vektor, Pf lanzenvektor) . Derartige Vektoren sind dem Fachmann 
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auf dem Gebiet der Molekularbiologie gelaufig^ so daiS hier 
nicht naher darauf eingegangen werden muS. Insbesondere wird 
in diesem Zusammenhang auf Sambrook et al . , Supra, Kapitel 16 
verwiesen . 

5 

Neben den in SEQ ID NO. 2 dargestell ten Polypeptiden betrifft 
die Erfindung auch Muteine, Varianten und Fragmente davon. 
Darunter sind Sequenzen zu verstehen, die sich durch Substitu- 
tion, Deletion oder/und Insertion einzelner Aminosauren oder 
10 kurzer Aminosaureabschnitte von den in SEQ ID NO. 2 darge- 
stell ten Aminosauresequenzen unterscheiden . 

Unter den Begriff "Variante" fallen sowohl natiirlich vorkom- 
mende allelische Variationen oder SpleiSvariat ionen der Fan- 
is coni- Polypeptide II sowie durch rekombinante DNA-Technologie 
(insbesondere in vitro-Mutagenese mit Hilfe von chemisch syn- 
thetisierten Oligonucleotiden) erzeugte Proteine, die hin- 
sichtlich ihrer biologischen oder/und immunologischen Aktivi- 
tat den in SEQ ID NO. 2 dargestellten Proteinen im wesentli- 
20 chen entsprechen. Ebenfalls fallen unter diesen Begriff auch 
chemisch modifizierte Polypeptide. Hierzu gehoren Polypeptide, 
die an den Termini oder/und an reaktiven Aminosaureseitengrup- 
pen durch Acylierung, z.B. Acetyl ierung, oder Amidierung modi- 
fiziert sind. 

25 

Die Erfindung betrifft auch einen Vektor, der mindestens einen 
20 Nucleotide langen Abschnitt der in SEQ ID NO. 1 dargestell- 
ten Sequenz enthalt. Vorzugsweise besitzt dieser Abschnitt 
eine Nucleotidsequenz , die aus dem Protein-codierenden Bereich 
30 der in SEQ ID NO. 1 dargestellten Sequenz oder einem fiir die 
Expression des Proteins wesentlichen Bereich stammt. Diese 
Nucleinsauren eignen sich besonders zur Herstellung von thera- 
peutisch einsetzbaren Ant isense-Nucleinsauren, die vorzugs- 
weise bis zu 50 Nucleotide lang sind. 

35 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
Zelle, die mit einer erf indungsgemaSen Nucleinsaure oder einem 
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erf indungsgemaSen Vektor transf ormiert ist. Die Zelle kann 
sowohl eine eukaryont ische als auch eine prokaryont ische Zelle 
sein. Verfahren zur Transformation von Zellen mit Nucleinsau- 
ren sind allgemeiner Stand der Technik und brauchen daher 
5 nicht naher erlautert zu werden . Beispiele fur bevorzugte 
Zellen sind eukaryont ische Zellen, insbesondere tierische und 
besonders bevorzugt Saugerzellen . 

Ebenfalls ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die 
0 Verwendung des erf indungsgemafien Polypeptids oder Fragmenten 
dieses Polypeptids als Immunogen zur Herstellung von Antikor- 
pern. Die Herstellung von Antikorpern kann dabei auf ubliche 
Weise durch Immunisierung von Versuchst ieren mit dem vollstan- 
digen Polypeptid oder Fragmenten davon und anschlieSende Ge- 
5 winnung der resultierenden polyklonalen Antiseren erfolgen. 
Nach der Methode von Kohler und Milstein oder deren Weiter- 
entwicklungen konnen aus den Antikorper-produzierenden Zellen 
der Versuchstiere auf bekannte V^eise durch Zellfusion monoklo- 
nale Antikorper erhalten werden. Ebenso konnen nach bekannten 
0 Methoden humane monoklonale Antikorper hergestellt werden. 

Als Immunogen bevorzugt sind die rekombinanten Fanconi Il-Pro- 
teine oder Peptidf ragmente , insbesondere N- oder C-terminale 
Peptide hiervon. 

5 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit 
ein Antikorper gegen die Fanconi Il-Proteine oder Varianten 
davon, vorzugsweise Antikorper, die keine Kreuzreakt ion mit 
anderen Fanconi -assoziierten Proteinen wie etwa dem FAC-Pro- 
0 tein zeigen. Besonders bevorzugt sind Antikorper gegen die 
gesamten Polypeptide oder gegen eine Peptidsequenz gerichtet, 
die den Aminosauren 1-40, 59-120 oder 205-223 der in SEQ ID 
NO. 2 dargestellten Aminosauresequenz entsprechen. 

35 Die Bereitstellung der Fanconi Il-Proteine, dafur codierender 
Nucleinsauren und dagegen gerichteter Antikorper schaffen die 
Voraussetzung fur eine gezielte Suche nach Effektoren dieser 
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Proteine. Stoffe, die auf das erf indungsgemaBe Polypeptid 
inhibitorisch oder aktivierend wirken, sind in der Lage, die 
durch die Polypeptide gesteuerten Zellf unkt ionen selektiv zu 
beeinf lussen. Daher konnen sie bei der Therapie entsprechender 
5 Krankheitsbilder wie z.B. Cytopenien oder Tumore eingesetzt 
werden, Ein Gegenstand der Erfindung ist somit auch ein Ver- 
fahren zur Ident if izierung von Effektoren der Fanconi II -Pro- 
teine, wobei man Zellen, die das Protein exprimieren, mit 
verschiedenen potentiellen Ef f ektorsubstanzen, z.B. nieder- 
10 molekularen Stoffen, in Kontakt bringt und die Zellen auf 
Veranderungen, z.B. zellakt ivierende , zellinhibierende , zell- 
prolif erative oder/und zellgenetische Veranderungen, analy- 
siert. Auf diese Weise lassen sich auch Bindetargets der Fan- 
coni Il-Proteine ident if izieren . 

15 

Bei Krankheitsbildern, die auf einen Ausfall der Fanconi II- 
Proteine zuriickzuf iihren sind, kann eine gentherapeutische 
Behandlung erfolgen, welche die Ubertragung einer fiir die 
Fanconi Proteine- II codierenden Nucleinsauren mittels Vekto- 
20 ren, z.B. viralen Vektoren, in das entsprechende Zielgewebe 
umf aSt . Andererseits kann bei Krankheitsbildern, die auf eine 
unkontrollierte Expression der Fanconi-Proteine II zuriickzu- 
f iihren sind, eine gentherapeutische Behandlung erfolgen, 
welche zu einer Blockierung dieser Expression f iihrt . 

25 

Die vorgestellten Ergebnisse schaffen iiberdies die Vorausset- 
zung fiir eine gezielte Diagnostik von Krankheiten, die mit 
Veranderungen der Aktivitat der Fanconi-Proteine II ursachlich 
oder indirekt verbunden sind. Diese Untersuchungen konnen mit 
30 Hilfe spezifischer Nucleinsauresonden zum Nachweis auf 
Nucleinsaureebene, z.B. auf Gen- oder Transkriptebene , oder 
mit Hilfe von Antikorpern gegen die Fanconi-Proteine II zum 
Nachweis auf Polypept idebene durchgef iihrt werden. 

35 Die vorliegende Erfindung betrifft somit eine pharmazeut ische 
Zusammenset zung , die als aktive Komponenten Nucleinsauren, 
Vektoren, Zellen, Polypeptide und Antikorper wie zuvor angege- 
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ben enthalt. 



Die erf indungsgemaSe pharmazeutische Zusammensetzung kann 
weiterhin pharmazeut isch iibliche Trager-, Hilfs- oder/und 

5 Zusatzstoffe sowie gegebenenf alls weitere aktive Komponenten 
enthalten. Die pharmazeutische Zusammensetzung kann insbeson- 
dere zur Diagnostik, Therapie oder Prevention von Erkrankungen 
eingesetzt werden^ die mit Storungen des Zellzyklus, der Zell- 
aktivierung, der Zellzyklusprogression; der DNA-Reparatur 

10 sowie mit Cytopenien, der Tumorgenese oder/und der Tumorpro- 
gression assoziiert sind. Weiterhin kann die erf indungsgemaSe 
Zusammensetzung auch zur Diagnostik einer Pradisposit ion fiir 
solche Erkrankungen bei Individuen, insbesondere bei der Dia- 
gnostik eines Risikos fiir Cytopenien oder/und Tumorerkrankun- 

15 gen eingesetzt werden. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
ein Verfahren zur Diagnostik der oben genannten Erkrankungen, 
wobei man einen Patienten oder eine aus einem Patienten stam- 

20 mende Probe, z.B. eine Probe einer Korperf lussigkei t oder 
eines Gewebes, mit einer erf indungsgemaSen pharmazeut ischen 
Zusammensetzung in Kontakt bringt und die Nucleot idsequenz 
oder/und die Expression der erf indungsgemaSen Nucleinsaure 
qualitativ oder quantitativ bestimmt. Diese Bestimmungsmetho- 

25 den konnen beispielsweise auf Nucleinsaureebene durch Verwen- 
dung von Nucleinsaure-Hybridisierungssonden oder liber Reverse 
Transkription/PCR bzw. auf Proteinebene durch Antikorper nach 
cyto- Oder histochemischen Methoden erfolgen. Besonders bevor- 
zugt ist die Verwendung der pharmazeutischen Zusammensetzung 

30 als Marker fiir das Auftreten von Cytopenien, Tumoren oder 
anderen prolif erationsassoziierten Erkrankungen oder einer 
Pradisposition fiir die genannten pathophysiologischen Verande- 
rungen . 

35 SchlieSlich betrifft die vorliegene Erfindung auch ein Ver- 
fahren zur Therapie oder Pravention einer der zuvor genannten 
Erkrankungen, wobei man dem Patienten eine erf indungsgemaSe 
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pharmazeutische Zusammenset zung verabreicht , die die aktive 
Komponente in einer gegen die Erkrankung wirksamen Menge ent- 
halt. Spezifische Beispiele fur pharmazeutische Zusammenset- 
zungen, welche fur therapeut ische Zwecke geeignet sind, sind 
5 beispielsweise bispezif ische Antikorper und Antikorper-Toxin- 
oder Antikorper-Enzymkonjugate . Weitere bevorzugte pharmazeu- 
tische Zusammenset zungen fur therapeut ische Zwecke sind Anti- 
sense-Nucleinsauren, gentherapeut ische Vektoren oder andere 
niedermolekulare Aktivatoren oder Inhibitoren. 

0 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele und Sequenz- 
protokolle naher erlautert. Es zeigen: 



SEQ ID NO. 1 eine Nucleot idsequenz , die fur das Fanconi-Gen 
15 II codierende genetische Information enthalt, 

wobei ein grofierer offener Leserahmen von 
Nucleotid 256 - 924 und ein kleinerer offener 
Leserahmen von Nucleotid 430 - 924 reicht, und 
SEQ ID NO. 2 die Aminosauresequenzen der offenen Leserahmen 
20 der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Nucleotidsequenz ; 

wobei die Aminosauresequenz des groSeren offe- 
nen Leserahmens von Aminosaure 1-223 und die 
Aminosauresequenz des kleineren offenen Lese- 
rahmens von Aminosaure 59 - 223 reicht. 

25 

BEISPIELE 



Beispiel 1; 



30 KultivierunQ von Zellen 



Primare diploide humane Fibroblast en H94-3 8 und H94-17 wurden 
aus fotalem Lungengewebe isoliert und von D. Schindler (Uni- 
versitat Wurzburg) zur Verfugung gestellt. Die H94-38 Zellen 
35 wurden durch Zellzyklusanalyse als Fanconi-Anamie-Phanotyp 
diagnostiziert und weisen eine verlangerte G2 -Phase sowie 
einen Anstieg des G2-Phasenarrests bei Zugabe von MMC auf . Aus 
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Komplementationsuntersuchungen geht hervor, da& die H94-38 
Zellen nicht zu den Fanconi-Komplementat ionsgruppen A, B, C 
und D; sondern vermutlich zur Komplementat ionsgruppe E geho- 
ren. H94-17 Kontrollzellen zeigen keine erhohte MMC-Sensit ivi - 
5 tat . 

Die Zellen wurden bei 37°C mit 7% CO2 und 95% Feuchtigkeit in 
MEM Medium mit Earle's Salzen (BRL, Gaithersburg MD, USA) 
unter Zusatz von 10% fotalem Kalberserum (Hyclone; Logan, UT, 
10 USA) kultiviert. Zur RNA-Praparation wurden die Zellen durch 
Serumentzug (0,1%) synchronisiert und nach 48 h mit 10% fota- 
lem Kalberserum stimuliert. Nach weiteren 30 h waren die Zel- 
len subkonfluent und konnten fiir die RNA- Isolierung geerntet 
werden . 

15 

Zur Analyse des Zellzyklusstatus in einem Prolif erationsassay 
wurden nach einer Kultivierungsdauer von 30 h in BrdU-haltigem 
Medium Aliquots dieser Zellkulturen entnommen. Mittels einer 
hochauf losenden f lulSzytometrischen BrdU-Hoechst -Quenchingtech- 
20 nik wurden die Anzahl von Zellen in den Zellzyklusphasen 
GO/Gl, S und G2/M wie von Kubbies (in Radbruch, A. (ed.). Flow 
Cytometry and Cell Sorting, Springer Verlag Berlin-Heidelberg 
1992, pp 75-85) beschrieben bestimmt. 

2 5 Beispiel 2; 

mRNA Differential-Display 

Fur den mRNA Differential -Display wurde der RNA-Kit von Gen 
30 Hunter (Brookline, MA, USA) verwendet . Die Gesamt-RNA wurde 
aus synchronisierten Zellkulturen mit dem Tripure-Reagenz (Bo- 
ehringer Mannheim GmbR, DE) gemaS der Vorschrift des Herstel- 
lers isoliert. Bis zur Verwendung wurde die RNA als Isopro- 
panol-prazipitierte RNA-Pellets, bedeckt mit 70% Ethanol bei - 
35 BO^C aufbewahrt. DNAse I (Boehringer Mannheim GmbH) wurde zu 
1-5 fig Gesamt-RNA in 1 X DNAse I Reakt ionspuf f er gegeben und 
bei 37°C fiir 30 min inkubiert . 
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Die RNA-Proben wurden durch Messung der Absorption bei 260 rim 
quant itativ bestimmt und auf einem Agarosegel analysiert . 0,2 
jig Gesamt-RNA wurden fiir die reverse Transkript ion verwendet . 
Aus 1 X 10^ Fibroblasten wurden insgesamt 8 pg. Gesamt-RNA 
5 isoliert. 

Die reverse Transkription der RNA erfolgte in doppelten Ansat- 
zen von jeweils 20 /zl in 1 X reversem Transkriptionspuf f er , 
jeweils 20 /iM dNTPs und 2 fiM jeweils der einbasigen Ankerpri- 
10 mer T^^A, T^G oder T^jC. Die Losung wurde 5 min auf 65°C er- 
warmt , 10 min auf 3 7°C abgekiihlt und dann wurden 100 U Moloney 
Murine Leukemiavirus (MMLV) Reverse Transkriptase zugegeben. 
Nach Inkubation fiir eine Stunde bei 37°C wurde das Gemisch fur 
5 min auf 75°C erhitst und dann bei -20°C auf bewahrt . 

15 

Die PGR wurde in einer Reaktionslosung durchgef uhrt , die l/lO 
Volumen des Ansatzes zur reversen Transkription, 2 dNTPs, 
0,2 fiM des jeweiligen T^^^N-Primers , 0,2 fxM eines Primers mit 
willkiirlich festgelegter Sequenz, 10 fiCi ceC^^SjdATP und 1 U 

20 Taq-DNA-Polymerase (Boehringer Mannheim GmbH) enthielt. Die 
PGR wurde in einem Perkin-Elmer 2400 Gene Amp. PCR-System lur 
insgesamt 40 Zyklen bei 94°C 30 sec, 40^C 2 min, 72^C 30 sec 
und schlieSlich 72°C fiir 5 min durchgef iihrt . Es wurden ver- 
schiedene willkiirliche Primer von Gen Hunter (13 -mer mit Hind- 

25 III Restriktionsstelle) , Operon (Allameda CA, USA) und Genosys 
(The Woodlands, TX, USA) (jeweils 10-mer Primer mit 60-70% GC- 
Gehal t ) verwendet . 

Die Proben wurden in Sequenziergel -Beladungspuf f er bei 80*^C 
30 fur 2 min vor der Auftrennung auf einen 5-6% denaturierenden 
Polyacrylamid-Sequenziergel denaturiert . Fiir jede Probe wurden 
doppelte PGR Ansatze durchgefuhrt und auf dem gleichen Poly- 
acrylamidgel nebeneinander aufgetrennt. Das getrocknete Gel 
wurde autoradiographisch auf dif f erentiell exprimierte Gene 
35 analysiert. 

Reproduzierbare Banden, die dif f erenziell exprimierten Genen 
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entsprechen, wurden aus dem Gel ausgeschnitten . Die cDNA wurde 
aus Gelstucken durch Kochen fiir 15 min in 100 ^1 sterilem 
Wasser eluiert , Die DNA im Uberstand wurde durch Ethanolpra- 
2ipitation in Gegenwart von Glycogen gesammelt. AnschlieSend 
5 wurde die DNA zur Reamplif ikation mit den entsprechenden Pri- 
mern und PCR-Bedingungen wie oben angegeben verwendet, aul?>er 
dafi dNTP-Konzentrationen von 2 0 fiM verwendet wurden und das 
Reaktionsgemisch keine Radioisotope enthielt. 

10 Die auf diese Weise erhaltenen amplif izierten PCR-Fragmente 
wurden iiber ein Agarosegel aufgetrennt und durch Zentrifuga- 
tion des entsprechenden Gelstucks in einem 0,45 /xm Millipore 
Durapore Membranschlauch eluiert , Die Proben wurden fur die 
Northern-Analyse bei -20^C auf bewahrt . 

15 

Auf diese Weise wurden mit 106 verschiedenen Primerkombinatio- 
nen insgesamt 60 Banden, davon 43 reamplif izierte Banden er- 
halten, die in FA-Zellen und Kontrollzellen dif f erent iell 
exprimierten Genen entsprechen. Diese dif f erent ielle Expres- 
20 sion war reproduzierbar . 

Beispiel 3 ; 

Northern -Analyse 

25 

Die Northern Blot Analyse wurde gemaS Standardprozeduren gemaS 
Sambrook et al . (1989), Supra durchgef iihrt . Die Nucleinsauren 
wurden auf positiv-geladene Nylonmembranen (Boehringer Mann- 
heim GmbH) durch nach unten gerichteten Kapillartransf er mit 
30 10 X BSC transferiert und quervernet zt . 

Spezifische Sonden wurden direkt aus dem PGR Reamplif ikations- 
ansatz durch Markierung mit dem Hi -Prime Markierungskit (Boeh- 
ringer Mannheim GmbH) unter Verwendung von Hexamerprimern mit 
35 willkiirlicher Sequenz markiert . Die Abtrennung freier Nucleo- 
tide erfolgte unter Verwendung von G50 Sephadex Schleudersau- 
len (Boehringer Mannheim GmbH) . 
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Die auf diese Weise erzeugten Sonden wurden gegen Gesamt-RNA 
hybridisiert . Nach Hybridisierung fiir 16 - 20 h bei 42*^C wurde 
der Filter 2 mal in 1 X SSC, 0,1% SDS bei Raumtemperatur fiir 
15 min und anschlieSend in 1 X SSC 0,1% SDS bei 50°C fiir 1 h 
5 gewaschen. Dann wurden die Membranen autoradiographisch unter- 
sucht . 

Die Northern-Analyse ergab eine dif f erent ielle Expression fiir 
ein etwa 1020 bp langes PCR-Fragment . 

10 

Northern-Analysen in Zellkultur- und Gewebeproben ergaben in 
Kontrollf ibroblasten eine dominante Bande mit einer Lange von 
ca . 1 kb und oftmals eine weitere Bande oder singular auftre- 
tende Bande mit einer Lange von ca. 700 bp, die vielleicht auf 

IS eine SpleiSvariante zuriickgef lihrt werden kann. In den unter- 
suchten FA-Fibroblasten wurden diese Banden nicht gefunden. In 
der Tumorzellinie Hela wurden beide Varianten stark expri- 
miert. In anderen Tumorzellinien (z. B. Raji oder K562) wurde 
keine Expression gefunden. In Embryonal f ibroblasten aus dem 

20 Knorpel der Augenpigmentschale wurde nur die groSere Bande 
gefunden . 

Beispiel 4 ; 

25 Charakterisierunq von DP -PGR -Fragment en , die dif f erentiell 
exprimierten mRNA-Spezies entsprechen 

PGR- Fragment e, die sich im Northern Blot als dif f erentiell 
erwiesen, wurden mittels dem TA Cloning Kit (INVITROGEN) nach 

30 Vorschrift des Herstellers in den Vektor pCR'"2 . 1 ligiert und 
der E.coli Stamm INVckfF' mit diesem Konstrukt transf ormiert . 
Klone, die das Plasmid aus dif f erenziellem Fragment und Vektor 
enthielten, wurden gemaS Standardprozeduren nach Sambrook et 
al . (1989, Gold Spring Harbor University Press, Cold Spring 

35 Harbor, N.Y.) kultiviert und die Plasmide isoliert. 

Der 5'-Bereich der gefundenen Nucleot idsequenz wurde mittels 
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einer modif i zierten NewRACE Technik (Frohmann, M. A. (1994) . 
On Beyond Classic RACE. PCR Methods Applic 4:40-58.) amplifi- 
ziert. Hierzu wurde in Gegenwart von 20 % PEG/DMSO (1:1, w/v) 
an das 5' Ende der Gesamt-RNA der Kontroll zellen ein DNA/RNA- 
Oligonucleotid (5' -GTAAAACGACGGCCAGTAAAGCACTCTCCAGCCTCTCA 
CCGCrArArA-3 ' ) ligiert und die modif izierte RNA mit dem gen- 
spezif ischen Primer SPl (5' -AACAGAAAACAAGTTTAATGCAACAGGTGA-3 ' ) 
revers transkribiert . Das gesamte cDNA Transkript wurde mit 
einem Primer ( 5 ' -CACTCTCCAGCCTCTCACCGCAAA-3 ' ) sowie dem gen- 
spezif ischen Primer SB2 (5 ' -GCTGAGGCC GGCTGCAATGGA-3 ' ) ampli- 
fiziert und wie oben beschrieben in den Vektor pCR'^"2 . 1 ligiert 
und sequenziert. Die Zugehorigkei t beider Fragmente zur selben 
mRNA wurde durch einen liberlappenden Bereich von 3 80 Nucleoti- 
den mit identischer Basenfolge und eine PCR mit aui!.en liegen- 
den Primern am 5 ' Ende des RACE Fragments (5'- 
TTTCACCGTCTAGAGGCATAAGAGG-3 ' ) und am 3 ' Ende des Differential 
Display Fragments (5 ' -AACAGAAAACAAGTTTAATGCAA CAGGTGA-3') mit 
dem Ergebnis der Sequenz des Fanconi Gens II erwiesen. Die 
dadurch erhaltene cDNA des Fanconi Gens II wurde wie oben 
beschrieben in den Vektor pCR™2 . 1 ligiert und sequenziert. 
Mittels Northern Blot Analyse wie in Beispiel 3 beschrieben 
wurde die dif f erenzielle Expression der gesamten Fanconi Gen 
II mRNA nachgewiesen . 

Beispiel 5; 

HerstellunQ eines Expressionskonstrukts und Expression 

Exemplarisch wird hier die Expression der langen Variante des 
FA-II Gens beschrieben. Das Verfahren ist aber ebenso gultig 
fiir die verkiirzte Form des FA-II Gens. 

Das im Beispiel 4 beschriebene FA-II Gen, welches fiir die 
Aminosauresequenz 1-223 von SEQ ID NO. 2 kodiert, wurde nach 
Standardverf ahren (Sambrook, Fritsch, Maniatis, Molecular 
Cloning; A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring Harbor, 
1989) in den eukaryont ischen Expressionsvektor pCDNA3 umklo- 
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niert (Invitrogen) . Die Regulation der Expression geschieht 
durch den CMV Promotor/Enhancer und das BGH polyA Signal. Als 
Selekt ionsgen wird das Neo-Gen verwendet {unter Kontrolle der 
SV40 Expressionskassette) . 

5 

Fur die Herstellung einer stabilen, FA-II exprimierenden Zel- 
linie wurden CHO Zellen verwendet. Dabei wurden 20 /ig Lipofec- 
tamin (Gibco; in 750 ^1 MEM-alpha Medium) mit 10 ^g DNA (in 
750 /il MEM-alpha Medium) gemischt, 45 Minuten bei Raumtempera- 

10 tur inkubiert und anschlieSend mit 6 ml MEM-alpha Medium ver- 
diinnt . Dieses Gemisch wurde fiir 6 Stunden auf 5 x 10^ CHO Zel- 
len in T75 Zellkulturf laschen (Nunc) in MEM-alpha Medium (Gib- 
co) gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37°C. AnschlieSend 
wurden die Zellen mit MEM-alpha/10% FKS (fotales Kalberserum) 

15 gewaschen und in frischem Medium fiir 48 Stunden bei 37°C kul- 
tiviert. Danach wurde durch Zugabe von 1 mg/ml Neomycin (G418, 
Boehringer Mannheim) der Selektionsdruck angelegt. Die iiber- 
lebenden Zellen wurden mittls FACS (Becton Dickinson) als 
Einzelzellen in 96-er Well Zellkulturplatten (Nunc) mit fri- 

20 schem Medium kloniert und unter G418 Selektionsdruck weiter 
kultiviert, bis ein stabil transf izierter CHO Klon etabliert 
war . 

Unter Verwendung von DHFR als Selekt ionsgen kann neben der 
25 Gewinnung einer stabil transf izierten CHO Zellinie zusatzlich 
eine Genamplif ikat ion des FA-II Gens erreicht werden, 

Beispiel 6 ; 

3 0 Ant ikorperherstellunq 

Wie schon in Beispiel 5, wird hier exemplarisch die Antikor- 
perherstellung mit der langen Variante des FA-II Proteins 
beschrieben. Das Verfahren ist ebenso giiltig fiir die verkiirzte 
35 Form des FA-II Proteins. 

BALB/c Mause wurdem mit rekombinantem, humanem FA-II Protein 
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mit der Aminosauresequenz 1 - 223 von SEQ ID NO. 2 (herge- 
stellt in CHO Zellen) intraperitoneal immunisiert . Die Erstim- 
munisierung erfolgte in komplettem Freund'schen Adjuvans und 
alle weiteren Immunisierungen wurden in inkomplet tem 
5 Freund'schen Adjuvans durchgef lihrt . Die Dosis betrug 50 - 100 
^g . Folgeimmunisierungen wurden in ca. 4-w6chigem Abstand 
durchgef iihrt , bis ein Serumtiter von 1:50000 erreicht ist. 

AnschlieSend erfolgte die Immortalisierung der Milzzellen der 
10 immunisiert en Tiere mit der Myelomzellinie P3XX63 . Ag8 . 653 . Die 
Fusion wurde nach Standardverf ahren durchgefiihrt (J. Immunol. 
Methods 39 (1980) , 285-308) . Das Fusionsverhal tnis Milzzellen 
zu Myelomzelle war dabei 1:1. Die Fusionsprodukte wurden auf 
24-er Zellkul turschalen (Nunc) in HA-Medium auf RPMI/10% FKS 
15 Basis (Boehringer Mannheim) ausgesat . Positive Primarkulturen 
wurden 2 Wochen nach Fusion mittels FACS (Becton Dickinson) 
als Einzelzellen in 96-er Zellkul turplatten (Nunc) in RPMI/10% 
FKS kloniert . 

20 Zur Gewinnung der monoklonalen Antikorper wurden die so erhal- 
tenen Hybridomzellklone in vivo expandiert. Dazu wurden 5 x 10^ 
Hybridomzellen intraperitoneal in mit Pristan (Sigma Chemical 
Company) vorbehandelte Mause inokkuliert. Nach 10-21 Tagen 
wurden je Maus 2-3 ml Ascites entnommen und daraus der mono- 

25 klonale Antikorper nach herkommlichen Methoden gewonnen. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

5 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 112-132 

(C) ORT: Mannheim 

10 (E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Fanconi-Gen II 
15 (iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 

(iv) COMPUTER- LESBARE FASSUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

20 (C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 
(EPA) 

25 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 1026 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

30 (C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 
35 . (B) liAGE :256 . . 924 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:430. .924 

40 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
TTTCACCGTC TAGAGGCATA AGAGGTGAGC CCGTGCTCTT CAGCGGAGAA GATCCCCTAC 6 0 

4 5 CTGGCCGCCG GCCACTTTCT GTGGGCCGTG GGGTCCTCAA GGAGACGGCC CTTGGGCTCA 12 0 

GGGGCTGCGT TTCCACACGC GCCTTTCCCA GGGCTCCCGC GCCCGTTCCT GCCTGGCCGC 18 0 

CGGCCGCTCC AACAGCAGCA CAAGGCGGGA CTCAGAACCG GCGTTCAGGG CCGCCAGCGG 24 0 

50 

CCGCGAGGCC CTGAG ATG AGG CTC CAA AGA CCC CGA CAG GCC CCG GCG GGT 2 91 

Met Arg Leu Gin Arg Pro Arg Gin Ala Pro Ala Gly 
15 10 

5 5 GGG AGG CGC GCG CCC CGG GGC GGG CGG GGC TCC CCC TAC CGG CCA GAC 339 

Gly Arg Arg Ala Pro Arg Gly Gly Arg Gly Ser Pro Tyr Arg Pro Asp 
15 20 25 
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CCG GGG AGA GGC GCG CGG AGG CTG CGA AGG TTC CAG AAG GGC GGG GAG 3 87 

Pro Gly Arg Gly Ala Arg Arg Leu Arg Arg Phe Gin Lys Gly Gly Glu 
30 35 40 

5 GGG GCG CCG CGC GCT GAC CCT CCC TGG GCA CCG CTG GGG ACG ATG GCG 43 5 

Gly Ala Pro Arg Ala Asp Pro Pro Trp Ala Pro Leu Gly Thr Met Ala 
45 50 55 60 

CTG CTC GCC TTG CTG CTG GTC GTG GCC CTA CCG CGG GTG TGG ACA GAC 4 83 

10 Leu Leu Ala Leu Leu Leu Val Val Ala Leu Pro Arg Val Trp Thr Asp 

65 70 75 

GCC AAC CYG ACT GCG AGA CAA CGA GAT CCA SAG GAC TCC CAG CGA ACG 531 
Ala Asn Xaa Thr Ala Arg Gin Arg Asp Pro Xaa Asp Ser Gin Arg Thr 
15 80 85 90 

GAC GAG GGT GAC AAT AGA GTG TGG TGT CAT GTT TGT GAG AGA GAA AAC 57 9 

Asp Glu Gly Asp Asn Arg Val Trp Cys His Val Cys Glu Arg Glu Asn 

95 100 105 

20 

ACT TTC GAG TGC CAG AAC CCA AGG AGG TGC AAA TGG ACA GAG CCA TAG 62 7 

Thr Phe Glu Cys Gin Asn Pro Arg Arg Cys Lys Trp Thr Glu Pro Tyr 

110 115 120 

25 TGC GTT ATA GCG GCC GTG AAA ATA TTT CCA CGT TTT TTC ATG GTT GCG 67 5 

Cys Val He Ala Ala Val Lys He Phe Pro Arg Phe Phe Met Val Ala 
125 130 135 140 

AAG CAG TGC TCC GCT GGT TGT GCA GCG ATG GAG AGA CCC AAG CCA GAG 72 3 

30 Lys Gin Cys Ser Ala Gly Cys Ala Ala Met Glu Arg Pro Lys Pro Glu 

145 150 155 

GAG AAG CGG TTT CTC CTG GAA GAG CCC ATG CCC TTC TTT TAC CTC AAG 771 
Glu Lys Arg Phe Leu Leu Glu Glu Pro Met Pro Phe Phe Tyr Leu Lys 
35 160 165 170 

TGT TGT AAA ATT CGC TAC TGC AAT TTA GAG GGG CCA CCT ATC AAC TCA 819 
Cys Cys Lys He Arg Tyr Cys Asn Leu Glu Gly Pro Pro He Asn Ser 
175 180 185 

40 

TCA GTG TTC AAA GAA TAT GCT GGG AGC ATG GGT GAG AGC TGT GGT GGG 867 
Ser Val Phe Lys Glu Tyr Ala Gly Ser Met Gly Glu Ser Cys Gly Gly 
190 195 200 

4 5 CTG TGG CTG GCC ATC CTC CTG CTG CTG GCC TCC ATT GCA GCC GGC CTC 915 
Leu Trp Leu Ala He Leu Leu Leu Leu Ala Ser He Ala Ala Gly Leu 
205 210 215 220 

AGC CTG TCT TGAGCCACGG GACTGCCACA GACTGAGCCT TCCGGAGCAT 964 
50 Ser Leu Ser 

GGACTCGCTC CAGACCGTTG TCACCTGTTG CATTAAACTT GTTTTCTGTT GAAAAAAAAA 1024 

55 AA 1026 



65 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 223 Aminosauren 
5 (B) ART: Aminosaure 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

10 (xi> SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Arg Leu Gin Arg Pro Arg Gin Ala Pro Ala Gly Gly Arg Arg Ala 
15 10 15 

15 Pro Arg Gly Gly Arg Gly Ser Pro Tyr Arg Pro Asp Pro Gly Arg Gly 
20 25 30 

Ala Arg Arg Leu Arg Arg Phe Gin Lys Gly Gly Glu Gly Ala Pro Arg 
35 40 45 

20 

Ala Asp Pro Pro Trp Ala Pro Leu Gly Thr Met Ala Leu Leu Ala Leu 
50 55 60 

Leu Leu Val Val Ala Leu Pro Arg Val Trp Thr Asp Ala Asn Xaa Thr 
25 65 70 75 80 

Ala Arg Gin Arg Asp Pro Xaa Asp Ser Gin Arg Thr Asp Glu Gly Asp 
85 90 95 

30 Asn Arg Val Trp Cys His Val Cys Glu Arg Glu Asn Thr Phe Glu Cys 
100 105 110 

Gin Asn Pro Arg Arg Cys Lys Trp Thr Glu Pro Tyr Cys Val lie Ala 
115 120 125 

35 

Ala Val Lys lie Phe Pro Arg Phe Phe Met Val Ala Lys Gin Cys Ser 
130 135 140 

Ala Gly Cys Ala Ala Met Glu Arg Pro Lys Pro Glu Glu Lys Arg Phe 
40 145 150 155 160 

Leu Leu Glu Glu Pro Met Pro Phe Phe Tyr Leu Lys Cys Cys Lys lie 
165 170 175 

45 Arg Tyr Cys Asn Leu Glu Gly Pro Pro He Asn Ser Ser Val Phe Lys 
180 185 190 

Glu Tyr Ala Gly Ser Met Gly Glu Ser Cys Gly Gly Leu Trp Leu Ala 
195 200 205 

50 

He Leu Leu Leu Leu Ala Ser He Ala Ala Gly Leu Ser Leu Ser 
210 215 220 



55 
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Patentanspruche 

1. Nucleinsaure , 

5 dadurch gekennzeichnet , 

dafi sie 

(a) die in SEQ ID NO. 1 dargestellte Nucleot idsequenz 
Oder einen Protein-codierenden Abschnitt davon, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration 
10 des genetischen Codes entsprechende Nucleotidsequenz 

Oder 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) oder/und (b) unter 
stringenten Bedingungen hybridisierende Nucleotid- 
sequenz umfaSt, 

15 mit der MaSgabe, daS die Nukleinsaure verschieden ist von 

den Nukleotidsequenzen mit den Zugangsnummern W44613, 
W44574 und gl664579, angegeben in der EMBL EST Datenbank. 

2. Nucleinsaure nach Anspruch 1, 
20 dadurch gekennzeichnet, 

da& sie einen Protein-codierenden Abschnitt der in SEQ ID 
NO. 1 dargestellten Nucleotidsequenz umf aSt . 

3. Nucleinsaure nach Anspruch 1, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

daS sie eine Homologie von mehr als 80 % zu der in SEQ ID 
NO. 1 dargestellten Nucleotidsequenz oder einem Abschnitt 
davon aufweist . 

30 4 . Modif izierte Nucleinsaure oder Nucleinsaureanalogon, die 
eine Nucleotidsequenz nach einem der Anspriiche 1-3 
umf aR>t . 

5. Vektor, 
35 dadurch gekennzeichnet, 

daS er mindestens eine Kopie einer Nucleinsaure nach 
einem der Anspriiche 1 bis 3 oder einen Abschnitt davon 
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enthalt. 

6. Vektor nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet , 

5 daii er die Expression der Nucleinsaure in einer geeigne- 

ten Wirtszelle ermoglicht. 

7. Zelle, 

dadurch gekennzeichnet, 

10 dafi sie mit einer Nucleinsaure nach einem der Anspriiche 1 

bis 3 Oder einem Vektor nach Anspruch 5 oder 6 transfor- 
miert ist. 

8. Polypeptid, 

15 dadurch gekennzeichnet, 

daS es von einer Nucleinsaure nach einem der Anspriiche 1 
bis 3 codiert ist, wobei die MaSgabe von Anspruch 1 nicht 
zu berucksichtigen ist. 

20 9. Polypeptid nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es 

(a) die in SEQ ID NO. 2 dargestellte Aminosauresequenz 
von 1 - 22 3, 

25 (b) die in SEQ ID NO. 2 dargestellte Aminosauresequenz 

von Aminosaure 5 9 - 22 3 oder 

(b) eine Homologie von mehr als 70% zu einer der 
Aminosauresequenzen gemaS (a) oder (b) aufweist. 

30 10. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 8 oder 9 oder 
von Fragmenten dieses Polypeptids als Immunogen zur Her- 
stellung von Antikorpern. 

11. Antikorper gegen ein Polypeptid nach Anspruch 8 oder 9. 

35 
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12. Antikorper nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi er gegen das gesatnte Polypeptid oder gegen eine Pep- 
tidsequenz entsprechend den Aminosauren 1-40, 59 - 120 
Oder 205 - 223 aus SEQ ID NO. 2 gerichtet ist. 

13. Modif iziertes Polypeptid, das eine Aminosauresequenz nach 
Anspruch 8 oder 9 umf aJSt . 

14 . Pharmazeutische Zusammenset zung , 
dadurch gekennzeichnet , 

dais sie als aktive Komponente umf aSt : 

(a) eine Nucleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
wobei die MaJSgabe von Anspruch 1 nicht zu beriick- 
sichtigen ist, 

(b) einen Vektor nach Anspruch 5 oder 6, 

(c) eine Zelle nach Anspruch 7, 

(d) ein Polypeptid nach Anspruch 8, 9 oder 13 oder/und 

(e) einen Antikorper nach Anspruch 11 oder 12. 

15. Zusammenset zung nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet , 

dais sie weiterhin pharmazeut isch iibliche Trager-, Hilfs- 
oder/und Zusatzstoffe enthalt. 

16. Verwendung einer Zusammenset zung nach Anspruch 14 oder 15 
zur Diagnostik von Erkrankungen, die mit Storungen des 
Zellzyklus, der Zellakt ivierung , der Zellzyklusprogres- 
sion, der DNA-Reparatur , Cytopenien, der Tumorgenese 
oder/und der Tumorprogression assoziiert sind. 

17. Verwendung einer Zusammenset zung nach Anspruch 14 oder 15 
zur Diagnostik einer Pradisposit ion fiir Erkrankungen, die 
mit Storungen des Zellzyklus, der Zellakt ivierung , der 
Zellzyklusprogression, der DNA-Reparatur, Cytopenien, der 
Tumorgenese oder/und der Tumorprogression assoziiert 
sind . 
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18. Verwendung einer Zusammenset zung nach Anspruch 14 oder 1*5 
zur Herstellung eines Mittels fiir die Diagnostik von 
Erkrankungen, die mit Storungen des Zellzyklus, der Zell- 
aktivierung, der Zell zyklusprogression, der DNA-Repara- 
tur, Cytopenien, der Tumorgenese oder/und der Tumorpro- 
gression assoziiert sind oder eines Mittels fur die Dia- 
gnostik einer Pradisposi t ion fiir solche Erkrankungen . 

19. Verwendung einer Zusammenset zung nach Anspruch 14 oder 15 
zur Herstellung eines Mittels fur die Therapie oder Pra- 
vention von Erkrankungen, die mit Storungen des Zellzy- 
klus, der Zellaktivierung, der Zellzyklusprogression, der 
DNA-Reparatur , Cytopenien, der Tumorgenese oder/und der 
Tumorprogression assoziiert sind. 

20. Verwendung nach Anspruch 19 zur Herstellung eines Mittels 
fur die Gentherapie. 

21. Verfahren zur Diagnostik von Erkrankungen, die mit Sto- 
rungen des Zellzyklus, der Zellakt ivierung , der Zellzy- 
klusprogression, der DNA-Reparatur , Cytopenien, der Tu- 
morgenese oder/und der Tumorprogression assoziiert sind 
Oder einer Pradisposi t ion fiir solche Erkrankungen, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi man einen Patienten oder eine aus dem Patienten stam- 
mende Probe mit einer Zusammenset zung nach Anspruch 14 
Oder 15 in Kontakt bringt und die Nucleot idsequenz 
oder/und die Expression einer Nucleinsaure nach Anspruch 
1 bestimmt, wobei die MalSgabe von Anspruch 1 nicht zu 
beriicksicht igen ist . 

22. Verfahren zur Therapie oder Pravention von Erkrankungen, 
die mit Storungen des Zellzyklus, der Zellaktivierung, 
der Zellzyklusprogression, der DNA-Reparatur , Cytopenien, 
der Tumorgenese oder/und der Tumorprogression assoziiert 
sind, 

dadurch gekennzeichnet , 
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daS man einen Patienten eine Zusammenset zung nach An- 
spruch 14 Oder 15 verabreicht, die die aktive Komponente 
in einer gegen die Erkrankung wirksamen Menge enthalt. 

5 23. Verfahren zur Identif izierung von Effektoren eines Pro- 
teins nach Anspruch 8 oder 9, 
dadurch gekennzeichnet , 

daii man Zellen, die das Protein exprimieren, mit ver- 
schiedenen potentiellen Ef f ektorsubstanzen in Kontakt 
10 bringt, und die Zellen auf Veranderungen analysiert. 
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Boi I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This intemaiionai search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons; 

□ ClaimsNos.: 
because ihe>' relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Observation: Although Claim(s) 22 relate(s) to and to the extent that Claim 10 and 21 relate to 
a method for treatment of the human/animal body, the search was carried out and was based 
on the cited effects of the compound/composition. 

2- rn ClaimsNos.: 

because they relate to pans of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. I I ClaimsNos.: 

— because the>' are dependent clauns and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(aV 



Box n Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority' found multiple inventions in this intemaiionai application, as follows: 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemauonal search report covers all 

searchable claims. 

2. I I As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemaiionai search repon 
' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. r~n No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search repon is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant' s protest. 

[ I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Inten. ..onales Aktenzeichen 
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A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELOUNGSGEGENST ANDES 

IPK 6 C12N15/12 C12Q1/68 C12N5/10 A61K48/00 A61K38/17 
G01N33/50 C07K14/47 C07K16/18 

Nach der \ntemalionalen Patentklassifikation (IPK) Oder nacb der naUona\en KlassifiJotion und der IPK 



B. RECHERCHIERTEGEBIETE 



Recherchieder Mindestprufstolf (Klassifikationssystem und Klassilikationssymbole ) 

IPK 6 C07K A61K 



Recherchiene aber nicht zum Mindestprufstoffgehorende Veroflentlichungen. soweit dieseunier die recherchierten Gebiete faiien 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierteelekironische Datenbank (Name der Oatenbank und evtt, verwendete Suchbegriife) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit ertorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr Anspruch Nr. 



EMBL, Zugangsnummer Y10275, 

H. sapiens mRN/\ for L-3-phosphoseri ne 

phosphatase, 

Kreiert 15-3-97, 

XP002O770O7 

siehe das ganze Dokument 

EMBL EST, Zugangsnummer W44513, 

Sequenzkennzeichen 2c29d04.rl, 
27-Mai-1996, 
Soares senescent fibroblasts NbHSF 
Homo sapiens cDNA Klone 323719 5' 
XP002040596 

siehe das ganze Dokument 



1,2,4-8 



1,3,5 



Weitere Veroffentltchungen sind der Fortselzung von Fe!d C zu 
entnehmen 



Siehe An hang Patentfamilie 



" Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen isl 

"E" aiteres Dokunnent. das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum verolfentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung. die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifethaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Rec here henbe rich t genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einemanderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Ausstetiung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspruchten Priohtatsdatum veroffentlicht worden ist 



Spatere Veroffentlichung. die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Priohtatsdatum verof/entiicht worden ist und mil der 
Anmeldung nicht kollidiert.sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundefiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung;die beanspruchle Erfindung 
kann allein aufgnjnd dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
ertinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung;die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf ertinderischer Tatigkeit benjhend betrachtet 
werden. wenn die Verolfent tic hung mi( einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kateqorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend ist 

Veroffentlichung. die l^itglied derselben Patentfamilie ist 



■■X' 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 
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Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



22/09/1998 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5B18 Patentiaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevoitmachtigter Bediensteter 
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C.(Fortsetiun9) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie" 


Bezetchnung der Verotlenttichung. soweit ertorderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teite 


Self. Anspruch Nr. 


X 


EMBL EST, Zugangsnutnmer gl664579, 


1,3,5 




Sequenzkennzeichen zn68fQ5.sl, 












btratagene HeLa eel 1 s3 93/21d 






Homo sapiens cUNA Kione boiooi J 












siehe das ganze Dokument 




X 


EMBL EST, Zugangsnummer W44574, 


1.3.5 




Sequenzkennzeichen zc29d04,sl, 






27-Mai-l99o, 






Scares senescent fibroblasts NbHSF 






Homo sapiens cDNA Klone 323719 3' 






XP002018662 






siehe das ganze Dokument 




A 


WO 93 22435 A (HOSPITAL FOR SICK CHILDREN 


1 >l OA 

14-24 




;UNITED MEDICAL AND DENTAL SCHO (GB)) 






11. November 1993 






siehe das ganze Dokument 




P,X 


COLLET J -F ET AL: "HUMAN 


1,2,4-8, 




L-3-PHOSPHOSERINE PHOSPHATASE: SEQUENCE, 


23 




EXPRESSION AND EVIDENCE FOR A 






PHOSPHOENZYME INTERMEDIATE 






FEBS LETTERS, 






Bd. 408, Nr. 3, 26. Mai 1997, Seiten 






281-284, XP002056286 






siehe das ganze Dokument 




r- 
t 


WO 98 23/75 A (UtUtbCHES KREBSFORSCH ;NlE5 


1,3,5 




MAliHIAS (DE;; DUERSl MAITHIA5 (DE)) 






It i..^j 1 r\f\Ci 

4. Jum 1998 






siehe das ganze Dokument 




T 


PLANITZER, A. ET AL.: Identification of 


1 OA 

1-24 




a novel c-DNA overexpressed in Fanconl's 






anemia fibroblasts partially homologous to 






a putative L-3-phosphoserine-phosphatase" 






GENE, 






Bd. 210, Nr. 2, 14. April 1998, Seiten 






297-306, XP0G2076751 






AMSTERDAM NL 






siehe das ganze Dokument 





Fomiblaii PCT/1SA/210 (Fonsetzung von Blan 2) (Juli 1992) 
BNSDOCID: <WO g845428A1J_> 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALERRECHERCHENBERICHT 



Internationates Aktenzeichen 

PCT/EP 98/01994 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



GemaQ Artikel 17(2)a) wurde aus foigenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 

1 . I j Anspruche Nr. 

weii Sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist. namlich 

Bemerkung: Obwohl der(clie) Anspruche 22 und soweit die Anspruche 10 und 21 
sich auf ein Verfahren zur Behandlung des menschl ichen/tierlschen 
K rpers bezieht(en), wurde die Recherche durchgefiihrt und griindete sich 
auf die angefiihrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2, I j Anspnjche Nr. 

weii sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen. 
daf3 eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrtwerden kann. namlich 



3. I ~| Anspruche Nr. 

weii es sich dabei um abhangige Anspruche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaGt sind. 



Feld 11 Bemerkungen bei mangelnder Etnheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgesteltt. daB diese internationate Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . j Oa der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
' ' internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der internationalen Anmeldung. 

2. I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt vi/erden konnte. der eine 

zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte.hatdie Internationale Recherchenbehorde nicht zur Zahlung einer solchen 
Gebuhr aufgefordert. 

3. I j Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
* ' internationale Recherchenbericht nur aut die Anspruche der internationalen Anmeldung, fur die Gebuhren entrichtet worden 

sind, namlich auf die Anspruche Nr. 



I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationate Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in foigenden Anspruchen er- 
fafBt: 



Bemerkungen hinsichtllch eines Widerspruchs [ j Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

j J Die Zahlung zusatzlicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formbiatt PCT/tSA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(JuIi 1992) 

BNSOOCID <WO 9845428A1J_> 



INTE^INATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu VeroMenttichungen. die zur seiben Patenttamilie gehoren 



Interriv-.. jnales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/01994 



Im rtecherchenbericht 
angefuhrtes Paten tdokum en t 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mitgiied(er) der 
Paten tfami lie 



Datum der 
Veroffentlichung 



wo 9322435 



11-11-1993 



CA 
US 



2134578 A 
5681942 A 



11-11-1993 
28-10-1997 



WO 9823775 



04-06-1998 



DE 19649207 C 



26-02-1998 



Formblan PCTdSA^lO (Anhang Patent1amilie)(JuIi i992) 
BNSDOCID: <WO 9845428A1 J_> 



